























































































C末端に存在する SBDでは2個のデンプン吸着サイト(サイト 1とザイト 2)が知ら
れているが、本SBDではサイト 2を構成する 2本のノレーフ。の中で、残基番号460から 467
のノレープの構造が 2残基の欠損により異なることが構造変化とデンプン吸着能の消失の
原因と考えられた。そこで、。ーアミラーゼのデンプン粒分解活性の強化を図るため、残





のGlu380には Met51とAsn340が水素結合を取れる距離にあり、 Asn340には更に Glu178
が水素結合を取れる位置にあるのに対して B.cereus起源のs-アミラーゼでは、これら
の水素結合のネットワークが存在していない。そこで、前年度の研究において、これら
の残基を B. cereus型に置換した変異体 (M51T，N340T， E178Y) を作製し、その至適pH
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1とサイト 2)のうちサイト 2がBacilluscereus sー アミラーゼの澱粉吸着ドメインで
はアミノ酸残基の置換によるループ構造の変化のために機能していないことが示唆され
た。




4. ダイズs-アミラーゼと Bacilluscereus s-アミラーゼの触媒ドメインの構造の詳
締な比較から、両者の至適pHの差(それぞれ5.4と7.5)は触媒残基周辺のアミノ酸残
基の相違によることが推定された。ダイズ酵素の場合、塩基触媒となる Glu380の側鎖
にMet51，Asn 340の側鎖が水素結合を形成し、 Asn340の側鎖に更に Glu178の側鎖が
水素結合する水素結合のネットワークが存在するが、対応する Bacilluscereus s-アミ
ラーゼの Glu367にはこれらの水素結合は存在していなし、。そこで、ダイズ酵素のMet51，
















である Glu367の位置が Asn328の影響により、野生裂に比べて約 1A移動していること
が明らかになり、このことにより比活性は 1/10に減少すると考えられた。また、
Tyr164Gluの変異体では、 Glu164の側鎖はThr328ではなく、より活性部位から離れた位
置に存在する Lys162と水素結合をとっており、 Thr328と触媒基の Glu367の配置は野生
型とほぼ同じで、あった。これらのことから Glu364との水素結合の有無は至適pHの移動
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に亘接関係しているのではないことが示された。そこで、この点を明らかにするために、
Tyr164Glnの変異体を作成して、その至適pHと構造変化をX線結品構造解析によって調
べた結果、至適pHはやはり酸性側に移動し、 Gln164とGlu364の周辺構造は野生型とほ
ぼ同一で、あった。これらの結果は至適pHの変換は、触媒残基とその周辺残基との水素結
合の有無だけでなく、触媒残基の周辺の静電的環境の変化に依存し、とくにTyr164の側
鎖の影響が大きいことを示している。
6. s-アミラーゼそのものの機能解析のためには、ダイズ起源の酵素を用い、角虫媒残基
の変異体(Glu186およびGlu380)、触媒残基周辺の重要と考えられるアミノ酸残基(Lys295
およびThr343)の変異体および活性部位のすぐ近くに存在する 6残基のフレキシブルル
ープを欠失させた変異体を作成し、その機能解析と X線結品構造解析を行ったo その結
果、それぞれの残基の酵素反応における役割を推定することができ、とくにフレキシブ
ノレループが基質のプロダクティブな結合と、生成物の遊離に不可欠であることを示すこ
とができた。
7. これらの構造解析において、特に比活性の変化等、酵素の微細な構造変化に基づく
機能変化を論じる場合、今まで、行ってきた 2A前後の X線結品構造解析では解本庁精度が
不足し、水素原子を含めた精密なタンパク質構造の決定が不可欠である。分解合呂の向上
のためには、結晶化条件の検討、結晶凍結条件の検討のみならずタンパダ質工学による
臣的タンパク質の部分的な改変も必要となる。このための予備実験として、約 o.5mm角
の結晶を用いてダイズs-アミラーゼの高分解能データの収集を SPring-8において試み
た結果、マルトース複合体の結晶において1.3 1. 25Aのデータを収集することカ宝でき、
SHELXを用いた精密化によって、具方性温度因子の精密化と水素原子を含めたモデノレの精
密化を行い、 R-factorを 11%まで下げることができた。今後、更に結品化の条イ牛とタン
パク質の部分的改変により1.0A以上の分解能で、の構造解析を行い、触媒機能における水
素原子の関わりについて検討していく必要がある。
このように植物および微生物起源のs-アミラーゼの構造比較から s-アミラーゼのドメ
イン工学を行うのに必要な基礎的な知見を明らかにすることができた。 個々の手研究デ、
ータについては以下の発表論文のとおりである。
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